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RESUMO: Associadas a cultura de milho
encontram-se bactérias que possuem
caracteristicas para a produgdo de fitohormonios.
Neste contexto, o isolamento e caracterizacdo de
microrganismos que habitam o interior das plantas
(endofiticos) com potencial para a promocao do
crescimento de plantas, assim como a selecdo de
isolados com caracteristicas desejaveis como a
producdo de AIA (acido indol acético) sdo passos
importantes nos estudos que tém por finalidade
intensificar a producdo e promover a
sustentabilidade dos sistemas agricolas. O objetivo
deste trabalho foi isolar e caracterizar bactérias
endofiticas de milho com caracteristicas para
producdo de AIA. Foram isoladas 27 estirpes
bacterianas provenientes de folhas, raizes e seiva
de milho. Em seguida, esses isolados foram
avaliados quanto a capacidade da producdo do
fitohormdnio AIA. A producao foi mais significativa
para os isolados 1937 e 1934 (Pantoea ananatis)
com uma producido de 242,61 e 262,61 ug mL® |
respectivamente e 2012 (Bacillus sp.) com a
producdo de 168,44 pg mL “ suplementado com
triptofano. Os isolados foram identificados baseados
na sequéncia do 16S rDNA como pertencentes aos
géneros Enterobacter sp, Pantoea sp e Bacillus sp.

Foi possivel concluir, que 18 das estirpes
bacterianas testadas, possuem caracteristicas
promissoras de producao de AIlA, justificando
futuras andlises de inoculacdo em plantas.
Termos de indexagdo: bactérias, &acido indol
acético, AlA.

INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma graminea da familia
Poaceae, da tribo Maydeae, do género Zea que
compreende cinco espécies, sendo uma delas a
Zea mays (Borém, 1999). Esta cultura tem se
destacado dentro do cenario agricola brasileiro pela
alta produtividade e consequente demanda por
nutrientes, onerando os custos de producédo desta
cultura.

O uso de microrganismos como agentes de
promocdo do crescimento e biodisponibilizacdo de
nutrientes, especialmente os localizados no interior

da planta (endofiticos), pode ser considerado uma
pratica agricola promissora, em termos econémicos
e ambientais. Quanto a produgdo do hormodnio, a
sintese de auxinas, particularmente o acido indol
acético (AlA) promove o crescimento das raizes e a
proliferacdo de pelos radiculares, o que pode
melhorar a absorcao de nutrientes e agua do solo e,
consequentemente, melhorar o crescimento da
planta (Caballero, Mellado et al. 2006.).

A presenca de microrganismos endofiticos ja foi
demonstrada em diferentes culturas de interesse
econdmico, tais como o milho (Aradjo et al. 2000),
mas poucos estudos tém sido realizados com
relacdo ao potencial de uso destes microrganismos
como bioinoculantes desta cultura.

Esta comunidade endofitca € constituida
principalmente por fungos e bactérias e, ao contrario
dos microrganismos patogénicos, ndo causam
prejuizos a planta hospedeira (Neto et al., 2003).
Um grande numero de trabalhos tem mostrado o
potencial do uso de microrganismos endofiticos
como agentes no controle biolégico de doencas e
pragas em plantas, na promo¢do de crescimento
vegetal, no aumento da toleréncia ao estresse pela
seca ou calor entre outros beneficios (Aradjo et al.,
2002; Marquez et al.,, 2007; Cao et al., 2009;
Hamayun et al., 2009).

Quanto a promocgdo de crescimento, o principal
hormonio relatado é o acido indol acético, que é um
regulador de crescimento vegetal da classe das
auxinas, produzido no meristema apical das plantas,
tendo a funcdo de promover o crescimento de
raizes e caules através do alongamento celular
(Centellas et al. 1999). A producdo de auxinas
também pode ser realizada por bactérias; que,
guando em associacdo com as plantas, podem
promover o crescimento vegetal (Patten E Glick,
1996; Ryu; PATTEN, 2008; Kochar et al., 2011;
Lépez; Valdez et al., 2011).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou
selecionar e caracterizar microrganismos endofiticos
com capacidade de produzir acido indol acético
(AIA).

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 27 estirpes de bactérias
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endofiticas isoladas de folhas, raizes e seiva da
cultura de milho, pertencentes a colecao de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e
Sorgo. Estas estirpes foram também classificadas
anteriormente como eficientes na solubilizacdo e
mineralizacdo de fosfato.

Isolamento de microrganismos endofiticos

O material vegetal foi coletado em area
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, municipio
de Sete Lagoas-MG. Os microrganismos
endofiticos foram isolados de raizes, folhas e seiva
de milho em estadio de florescimento. As folhas, as
raizes e os colmos foram lavados em &agua corrente
e em seguida desinfestadas superficialmente por
meio de imersdo em alcool 70 % por 2 minutos; 5
minutos em hipoclorito de sédio a 2,5 % de cloro
ativo (v/v) e novamente em alcool 70 % durante
30 segundos. Ao final do procedimento, todo o
material foi lavado quatro vezes em agua
destilada esterilizada. Para a verificacdo da
eficiéncia do processo de desinfestacao, aliquotas
da agua destilada (0,1 mL) da dltima lavagem dos
tecidos vegetais foram inoculadas em meio Agar

Batata Dextrosado (BDA) e incubadas a 25-28 e
durante 10 dias. Para isolamento de bactérias
endofiticas, amostras de 10 g das raizes e das
folhas desinfestadas foram trituradas com areia

estéril e, entdo, diluicdes seriadas de 10t a10”°

foram realizadas. De cada uma das dilui¢des,
aliquotas de 100 microlitros foram plaqueadas no
meio BDA suplementado com 100 pg/mL
cloranfenicol. A seiva foi extraida por meio de ar
comprimido. As placas foram incubadas a -28 °C
por um periodo de sete dias e os diferentes
morfotipos de bactérias foram contados (UFC/g).
Controle negativo para este ensaio também foi
realizado. Representantes dos diferentes isolados
obtidos foram preservados, em duplicata, em
glicerol 30% a —80 °C, e também mantidos por
repiques sucessivos em tubos de penicilina
contendo BDA a 4 °C.

Selecédo de bactérias produtoras de acido indol
aceético (AlA).

Com a finalidade de avaliar a producao de auxina,
27 microrganismos foram crescidos em meio de
cultura TSB liquido, suplementado com diferentes
concentracdes de triptofano 0, 10, 20, 40, 80 ug
ml(l), conforme descrito por Patten e Glick (1996). O
inoculo de cada bactéria foi padronizado pela leitura
da densidade 6tima =1,0 e o ajuste da concentragao
de células em cada amostra foi realizado com a
adicao de solugdo salina. Apos a inoculagdo, os
microrganismos foram incubados a 30°C, sob
agitacdo e na auséncia de Iluz, por 48h.
Posteriormente, as células foram removidas por
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centrifugacdo (6000 rpm por 10 minutos) e a
producéo de auxina foi determinada
colorimetricamente utilizando reagente de Salkowski
(TANG & BONNER, 1947) e curva padrédo de acido
indol acético. Os testes foram realizados em
triplicata e os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
foram comparadas utilizando o teste de Scott-knott
(P<0,05).

Sequenciamento de DNA

A identificacdo molecular das estirpes foi
realizada com base na identidade de sequéncias
16S rDNA de isolados bacterianos endofiticos de
raiz, seiva e folha de milho, utilizando os primers
universais F968 e R1401(Nubel et al., 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testados 27 isolados bacterianos
previamente classificados como eficientes na
solubilizacdo de fosfato (dados ndo mostrados),
resultando em 24 isolados com a capacidade de
produzir o hormdnio AlIA, com diferenca significativa
entre esta producédo (Figura 1). BIANCO & DEFEZ
(2010) estabeleceram uma relagcdo entre a
expressédo de genes relacionados com solubilizacao
de P e a producdo de auxinas. Isso demonstra o
potencial desses endofiticos para a aplicacao
biotecnolégica e ou uso como bioinoculantes na

agricultura, pois apresentam mais de uma
caracteristica desejavel para o0 incremento da
producao.

Os isolados 1934 e 1937 foram as que
apresentaram maior capacidade de produzir este
horménio, se diferindo significativamente das
demais. Estes dois isolados foram identificados
como sendo da espécie Pantoea ananatis (Tabela
1). O segundo género que apresentou terceira maior
producdo de AlA foi Bacillus, com 168,44 ug mL de
producdo deste horménio. A primeira espécie tem
sido relatada na literatura como agente causador da
mancha branca em milho. Goszczynska et al. (2007)
relataram Pantoea ananatis e outra espécie de
Pantoea spp., ainda nédo identificada, como agentes
tiolégicos da podriddo marrom em colmos de milho.
Segundo estes autores, a inoculacdo em colmo do
milho de isolados de P. ananatis resultou, também,
em les@es foliares nas plantas inoculadas. Além do
milho, P. ananatis é conhecida como patégeno de
outras espécies vegetais como a cebola, o
eucalipto, o arroz, o meldo, o sorgo. Este fato pode
inviabilizar seu uso como inoculante, entretanto, a
identificacdo genética possibilitou a identificagdo de
cepas do género Bacillus (2012) que tem sido
comumente usadas como inoculantes.

Com relacdo a caracterizacdo molecular das
estirpes bacterianas (Tabela 1). Em geral,
observaram—se valores de similaridades entre 90%
e 100 % com as espécies Enterobacter sp, Pantoea
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sp e Bacillus sp. A producao destes reguladores ja
foi relatada em bactérias dos géneros Glucon
acetobacter, Azospirillum, Herbaspirillum,
Methylobacterium, Erwinia, Pantoea e
Pseudomonas (Fuentes- Ramirez et al. 1993;
Bastian et al., 1998; Cassan et al., 2001, Koenig et
al., 2002).

Neste trabalho, um total de 88,8 % das bactérias
endofiticas foram positivas para a sintese de AlA via
L- triptofano. Estudos relatam a existéncia de mais
de uma rota para a sintese de AIA em muitas
bactérias sendo que a maioria delas é via triptofano
(Patten e Glick, 1996). A transformacéo de triptofano
em AIA pode ser realizada por microrganismos que
produzem uma conversdo oxidativa quando o
triptofano se encontra em presenca de peroxidases
e de radicais livres.

CONCLUSOES

Ha variabilidade genética e quanto a producéo
de AIA entre as estirpes bacterianas endofiticas
avaliadas. Dos endofiticos testados, 18, possuem
caracteristicas significativas para a promoc¢édo do
crescimento vegetal podendo, neste sentido, ser
considerados como candidatos para futuros testes
de inoculacdo em plantas.
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Horticulturae, Mission, v. 128, p. 499-505, fev. Tabela 1- Identificacdo de espécies endofiticas

2011. produtoras de AlA isoladas de milho.
Isolado Origem Especie Similaridade
MARQUEZ, L.M., REDMAN, R.S., RODRIGUEZ, (%)
R.J., ROOSSINCK, M.J. (2007). A virus in a fungus
in a plant: Three-way symbiosis required for thermal 1912 Seiva ND -
tolerance. Science 315 (5811): 513-515. 1913 Seiva ~ND -
1915 Seiva Bacillus pumilus 949
) ] . 1918 Seiva Bacillus sp 99
NETO, P.A.S.P.,AZEVI’E.DO, .J.L., ARAL_JJO.,AW.!_. 19323 Seiva Bacillus pumilus ag
Microrganismos Endofiticos. Biotecnologia Ciéncia 1925 Seiva Pantoea 99
& Desenvolvimento, 29, 70-84, 2003. ananatis
1930 Seiva Fantoea 100
Patten, C. L., and B. R. Glick. 1996. Bacterial ananafis
. ; Lo ) . ' o o 1931 Faolha Fantoea sp a9
biosynthesis of indole-3-acetic acid. Can. J. 1932 Folha Pantoea sp g
Microbiol.  42:207-220.regulated by tyrr in 1934 Folha Pantoea 100
Enterobacter cloacae UWS5. Journal of Bacteriology, 1935 Folha g’;i;‘éar?: 0
Washington, v. 190, n. 21 p. 7200-7208, aug. 2008. 1936 Folha Pantoes 100
ananatis
SANTOS, H. A,; MELLO, S. C. M,; PEIXOTO, J. R. 1937 Folha Pantoea 100
Associacdo de isolados de Trichoderma spp. E ananatis
4cido indol-3-butirico (AIB) na promogdo de 1939 Folha E”;ggfﬁ;‘;mr 99
enraizamento de estacas e crescimento de 1941 Raiz ND -
maracujazeiro. Bioscience Journal, Uberlandia, v. 1960 Raiz MND
26, n. 6, p. 966-972, nov./dec. 2010. 1961 Raiz Pantoea 99
dispersa
. 1967 Raiz D -
TANQ, . YW. & lBONNERI, J. '!'he enzymatic 1969 Raiz ND _
inactivation of indoleacetic acid. [I. some 1970 Raiz ND -
characteristics of the enzyme contained in pea 1979 Raiz Pantoea 100
seedlings. Arch. Biochem. 13, 11-25. 1947. ) ananatis
1981 Raiz MD -
1985 Raiz D -
1988 Raiz MO -
2009 Seiva Bacillus sp 99
1300 2010 Seiva Enterobacter 99
5 L. aerogenes
3 2012 Seiva Bacillus sp 99
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Bactérias

Figura 1. Producédo de acido indol acético (AlA) por
bactérias endofiticas de milho. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05),







